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　　　　　　　　　　NGF－coated　CNTs（μ1）
Fig．2－9　Detection　ofNGF－coated　CNTs　by　ELISA
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Fig．2－10　Stability　ofNGF－coated　CNTs
（a）Added　immediately　after　fabrication　of　NGF－coated　CNTs
（b）Added　after　l　d　incubation　ofNGF－coated　CNTs
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Fig．2－11Localization　ofNGF－coated　CNTs　in　a　DRG　neuron
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Fig．2－12Localization　ofNH2－modified　CNTs　in　a　DRG　neuron
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　20μm
Fig．2－13Localization　ofNGF－coated　CNTs　in　a　cell　slice
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Fig．2－14　Localization　ofNH2－modified　CNTs　in　a　cel1　slice
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Fig．2－150bservation　ofNGF－coated　CNTs　in　a　cell　slice　by　TEM
　　　　　　　　　　AIlows　indicate　the　aggregate　ofNGF－coated　CNTs
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第3章　神経栄養因子結合カーボンナノチューブによる神経突起の伸
長方向制御
第1節　緒言
　第2章では、NH2基修飾A－CNTに、架橋剤を用いて神経栄養因子であ
る可溶性NGFや可溶性BDNFを結合させ、神経細胞培養液に添加するこ
とで、神経栄養因子と同様の生物活性を示すとともに、神経細胞のリ
ン酸化ERK量を増加させることで、神経突起の伸長を促進させる効果
があることを明らかにした。CNTには高い電気伝導性があることから、
NGF結合CNTを特定領域に配置し、その領域上で神経細胞を培養する
ことで、神経ネットワークを形成できるのではないかと考えた。神経
細胞のパターニングは神経ネットワークの機能解析に大きく貢献する
とともに、損傷した神経細胞の修復にCNTを適用できるのではないか
と考えられる。
　近年、アルカンチオール分子を用いて基板上に自発的に高密度で自
己組織化単分子膜（self－assembled　monolayers：SAM）を形成させるこ
とが可能になった。そこで、このSAM上に機能性タンパク質などを結
合させることで、特定の機能を有するパターン化した基板を作成させ
ることが検討されている（12）。Kumarらはパターン化した金基板状にア
ルカンチオールを結合させてSAMのパターニングを行った12）。以前の
研究において、NH。基で修飾されたアルカンチオールで形成されたSAM
が高い神経細胞親和性を有し、神経細胞をバターン化したSAM上に集
積できることを明らかにしている（3・4）。このことから、カバーガラス
上に帯状に金を蒸着し、官能基を有するアルカンチオールのSAMを形
成させた上に、NGF結合CNTを結合させて、神経細胞の神経突起の伸
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長を制御する方法を検討した。
　CNTを基板材料に用いることで、神経細胞の神経突起伸長方向を制
御する研究が行われている。Zhangらは鉄を蒸着し、そこにMWCNTを
伸長させたマイクロパターニング領域上でラットの海馬由来H19－7セ
ルラインを用いて神経突起伸長方向の制御を検討した（5）。Gabayらは
化学蒸着法を用いて作製したCNTクラスター上にラットの神経細胞を
播種することで、CNT領域上に高密度で細胞を接着させ、隣接するク
ラスター上の神経細胞との神経ネットワークを形成させたc6）。　Jangら
はCNTを結合した領域にポリーL一リジンを結合させることで、細胞接着
性を増加させ、CNT基板上での神経突起伸長を可能にした7」。しかし
ながら、これらの研究では神経細胞の神経突起伸長を特定の方向に制
御する：となどの課題が残っている。これまで述べたように、NGF結
合CNTが神経突起伸長活性を有しており、かつCNTが神経突起伸長を
促進する効果を有することから、Fig．3－1に示すように、金を蒸着し
た特定領域上にアルカンチオールを介してNGF結合CNTを結合した神
経細胞培養基板の作製を検討した。つぎに、この特定領域上に神経細
胞を接着させ、Fig．3－2に示すように神経突起を帯状の領域上に沿っ
て伸長させることを検討した。
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第2節　実験方法
3．2．1　カバーガラス上への金蒸着
　カバーガラスをスライドガラス（S7224；Matsunami，　Osaka，　Japan）
上に置き、マスクとして幅50μmの隙間を持つエアスリット
（NT38－559；Edmund　optics，　barrington，　NJ，　USA）をカバーガラス上
にテープで取り付けることで挟み込んだ。真空蒸着装置
（VFR－200M／ERH；Ulvac，　Kanagawa，　Japan）内にスライドガラスをセッ
トし、ベルジャー内を5．0×10　3Paになるまで真空度を上げ、水晶振
邊式成膜控制器（CRTM－6000G；Ulvac，　Kanagawa，　Japan）の金蒸着密度
を19．3g／cm3、　Z－ratioを0．381に設定し、　O、11nm／sの蒸着スピード
で20nmの厚さに金を蒸着した。金蒸着領域の形状を原子間力顕微鏡
（MFP－3D－BIO－J；Asylum　technology，　Tokyo，　Japan）を用いて観察した。
3．2，2　NGF結合カーボンナノチューブの調製
　第2章、2．2．1項で述べたように、架橋剤を用いてNH，基修飾CNTに
NGFを結合させた。また、COOH基を修飾したCNTにも同様の方法でNGF
をペプチド結合させた。NGF結合CNTを200μ1のPBS溶液に分散さ
せてNGF結合CNT溶液とした。
3．2．3　金蒸着領域へのNGF結合カーボンナノチューブの結合
　Fig．3－1に示すように、金薄膜上にNH，基またはcooH基で修飾した
アルカンチオールを結合させ、NGF結合CNTを結合させた方法は次の
通りである。50μmの幅で帯状に金蒸着したカバーガラスを24ウェ
ル組織培養プレートのウェルへ入れ、99．5％エタノール（057－00451；
Wako）で1回洗浄し、40．7mMになるようにエタノールに溶解した
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10－carboxy－1－decanethiol（C385；　Dojindo　laboratories，　Kumamoto，
Japan）または41．6　mMになるようにエタノールに溶解した
11－amino－1－undecanethio1，　　　hydrochloride　　　　（A423；　　　Dojindo
laboratories，　Kumamoto，　Japan）をそれぞれエタノールで1mMの濃度
に希釈し、1ウェル当り500μ1添加し、24時間、室温で静置するこ
とでSAMを形成させた。アルカンチオール溶液を回収し、エタノール
で1回洗浄後、ガラス基板を乾燥させた（3，4’8）。
　NGF結合CNTを結合した帯状基板を以下の通りに作成した。3．2．2項
で調製したNGF結合CNTを0．03　MのEDCを1：1で混合し、アルカンチ
オールを結合した金蒸着領域に滴下し、室温で2時間静置することで
アルカンチオールの官能基とペプチド結合させた。コントロールとし
て、NGFのみを帯状基板に結合させるため、10μg／mlのNGFを用いて
同様に結合させた。NGF結合CNTを配置した特定領域を走査型電子顕
微鏡（JSM－7400M，　JEOL，　Tokyo，　Japan）を用いて観察した。
3．2．4　神経細胞培養
　第1章、1．　2．　3項で述べたように、ニワトリ8日胚を解剖して採取
した神経細胞を用いた。帯状に金蒸着した領域にアルカンチオールを
介してNGF結合CNTまたはNGFを結合したカバーガラスを入れた24ウ
ェル組織培養プレートに50，000cells／wel1となるように神経細胞を
播種し、37℃、5％CO，条件下で2日間培養した。
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3．2．5　免疫蛍光染色法による神経ネットワークの標識
　24ウェル組織培養プレートのウェル内に入れた帯状領域上に配置し
たNGF結合CNT基板上で培養した神経細胞をPBSで3回洗浄後、4％パ
ラホルムアルデヒドを用いて、室温で15分間固定した。PBSで3回洗
浄後、細胞を99．8％の氷冷したメタノールを用いて一80℃で10分間処
理した。PBSで3回洗浄後、カバーガラスを5％bovine　serum
albumin（BSA）を含有した0．5％Triton　X－100溶液でブmッキングした。
神経細胞を抗β皿チューブリン抗体を用いて4℃で一晩標識した。PBS
で3回洗浄後、細胞をAlexa－Fluor－488標識2次抗体（A－11001；
Molecular　Probes，　Eugene，　OR，　USA）を用いて室温で1時間、蛍光標
識した。PBSで3回洗浄後、細胞をHoechst　33258を用いて30分間、
室温で核染色し、PBSで2回洗浄後、共焦点レーザー顕微鏡を用いて
神経細胞の神経突起のネットワーク形成を観察した。
第3節　実験結果
3．3．1　特定領域に配置したNGF結合カーボンナノチューブ基板の観
?
　カバーガラス上に蒸着した金薄膜表面の形状を原子間力顕微鏡を用
いて観察した結果をFig．3－3に示す。蒸着した金原子はガラス表面上
に高密度で蒸着されており、Fig．3－4に示すように表面の粗さは最大
で5nmであり平坦であった。
　Fig．3－5に示すように、金蒸着した特定領域上に配置したNGF結合
CNT基板をSEMを用いて観察した結果、幅がマスクとして用いたエア
スリットと同じく50μmであることがわかった。さらに、NGF結合CNT
の金蒸着領域への結合状態を観察した結果をFig．3－6に示す。
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Fig．3－6（a）に示すように、金蒸着領域に凝集体となって結合している
ことがわかった。金薄膜上のNGF結合cNTの拡大画像をFig．3－6（b）に
示す。NGF結合CNTが金薄膜上に重なって配置されていた。
　これらの結果から、幅50μmの溝を有するエアスリットを用いて、
カバーガラス上に50μmの幅で金を蒸着し、アルカンチオールを介し
て、NGF結合CNTを特定領域に配置することが可能であることを示し
た。
3．3．2　NGF結合CNTを配置した帯状領域上での神経ネットワーク形成
　帯状の金蒸着領域にNH2基またはCOOH基で修飾されたアルカンチオ
ールを介して、NGF結合CNTを結合させ、その上で神経細胞を培養し
て神経突起を直線状に伸長させ、ネソトワークを形成させることを検
討した。神経細胞培養液にNGFを添加し、ラミニンコーティングした
カバーガラス上で培養した神経細胞の神経ネットワークを観察した結
果をFig．3－7に示す。神経細胞培養液にNGFを添加した場合では、様々
な方向に神経突起が伸長し、神経ネットワークを形成した。一方、NGF
結合CNTを添加した場合の神経ネットワーク形成を観察した結果を
Fig．3－8に示す。神経細胞はNGF結合CNTの凝集体が存在する方向へ
神経突起を伸長し、細胞同士のネットワークを形成していた。この結
果から、NGF結合CNTを特定領域へ配置することで、神経ネットワー
クの方向制御が可能になると考えられる。
　帯状の金蒸着領域にCOOHで修飾されたアルカンチオールを介して、
NGFを結合し、神経細胞を培養した結果をFig．3－9に示す。神経細胞
は金蒸着領域上の淵に接着し、神経突起を特定領域以外の方向へ伸長
した。一方、COOHで修飾されたアルカンチオールを介して、　NGF結合
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CNTを結合した場合の神経突起伸長の結果をFig．3－10に示す。神経細
胞はNGF結合CNTを結合した特定領域上には接着せず、淵に接着し、
神経突起は特定領域の淵に沿って伸長した。NGF結合CNTがCOOH修飾
アルカンチオール上に存在していても神経細胞はCOOH修飾アルカン
チオールには接着しなかった。以前の研究から、COOHで修飾されたア
ルカンチオールでパターン化した自己組織化単分子膜（SAM）上で神経
細胞を培養した場合、神経細胞が接着しないことが明らかとなってい
る。さらに、NH2基で修飾したアルカンチオールでパターン化したSAM
は神経細胞との親和性が高く、神経細胞が接着し、神経突起を伸長す
ることが明らかとなっていることから（3・4）、次にNH，基で修飾されたア
ルカンチオールを介して、NGF結合CNTを配置した帯状領域での神経
ネットワーク形成を試みた。Fig．3－11に示すように、　NH2基で修飾さ
れたアルカンチオールにNGFを結合して、その上で神経細胞を培養し
た場合、神経細胞が金蒸着領域上に接着し、神経突起を様々な方向に
伸長した。一方、NGF結合CNTを配置した帯状領域上で神経細胞を培
養した場合の神経突起伸長の結果をFig．3－12に示す。神経細胞はNGF
結合CNTを結合した特定領域上に接着し、特定領域上で直線的に神経
突起を伸長することで神経ネットワークを形成した。
　これらの結果から、NH，基で修飾されたアルカンチオールを介して
NGF結合CNTを結合させることで作製した帯状領域上では細胞が接着
し、帯状領域に沿って神経突起が伸長し、神経ネットワークを形成で
きることが明らかとなった。
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第4節　考察
　金蒸着した帯状領域にアルカンチオールを介して、NGF結合CNTを
配列することで神経細胞の神経突起の伸長方向を制御できるかどうか
について検討した。幅50μmの溝を持つエアスリットを用いてカバー
ガラス上に金を蒸着したところ、高密度で金が蒸着され、粗さは最大
で5nmであり、平らな表面として蒸着されたことが明らかとなった。
金薄膜にアルカンチオールを介してNGF結合CNTを結合した帯状領域
の幅は50μmであり、スリット幅と同じ幅に蒸着されていることが分
かった。SEMを用いて、特定領域上のCNTの形状を観察したところ、
NGF結合CNTは凝集して帯状領域上に結合していることが明らかとな
った。
　神経細胞培養液にNGFを添加し、ラミニンコーティングしたカバー
ガラス上で培養した場合、神経突起は様々な方向へ伸長した。一方、
NGF結合CNTを添加した場合では、神経細胞をNGF結合CNTの方向に
神経突起を伸長し、ネットワークを形成した。この結果から、神経細
胞をNGF結合CNTを結合した帯状領域に配置しておくことで、特定領
域内でネットワークを形成できるのではないかと推測される。COOH基
で修飾されたアルカンチオールにNGF結合CNTを結合した基板上で神
経細胞を培養した場合、神経細胞は帯状領域上に接着せず、領域の淵
に沿って接着し、神経突起を伸長した。これは神経細胞がCOOH基の基
板には接着しないためである。NGFを結合した場合では、特定領域上
およびカバーガラス上の様々な方向に神経突起を伸長した。
　NH2基で修飾されたアルカンチオールで作製した帯状領域上には、神
経細胞が多数接着した。NGFを結合した場合には神経細胞は神経突起
を様々な方向に伸長したのに対し、NGF結合CNTを結合した場合では
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特定領域上で直線的に神経突起を伸長することができた。
　これらの結果から、神経細胞との親和性が高いNH2基で修飾された
アルカンチオールで基板を作製することで細胞を接着させることがで
き、NGF結合CNTを特定領域に配置したことで、神経突起の伸長方向
を制御できた。神経細胞培養基板にCNTを適用する際に、NGF結合CNT
を用いることで、神経突起の伸長方向を制御することが可能となり、
神経細胞培養における有効な培養基板になると考えられる。
第5節　結言
　神経細胞をラミニンでコーティングした基板上で培養すると、神経
細胞は神経突起を様々な方向に伸長させるが、NGF結合CNTをNH2基で
修飾されたアルカンチオールを介して金蒸着領域に結合させた帯状領
域上で神経細胞を培養することで、帯状領域上で直線的に神経突起を
伸長させることを可能にした。これらの結果により、NGF結合CNTを、
損傷した神経ネットワークの修復や神経細胞の神経ネットワークを特
定方向に形成できる培養基板として利用できると考えられる。
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Fig．3－1　Arrangement　ofNGF－coated　CNTs　on　a　gold　vapor
deposition　region　with　amino　group－modified　alkanethiol
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Fig．3－2　Formation　ofneurite　outgroWth　of　neurons　on　gold
vapor　deposition　region　with　NGF－coated　CNTs
96
33．05　nm
2／bλ
22ζ13
1ti．b3
o口o
　　　　　　0　　　　100　　　　200　　　　300　　　　400　　　500nm
Fig．3－3　Morphological　feature　of　gold　vapor　deposition　region
」?????
一2nm
‖ ?（『?〜
〜
ー
???
　0　　　　　　　　　　　　　　　　100　　　　　　　　　　　　　　　200　　　　　　　　　　　　　　　300　　　　　　　　　　　　　　　400　　　　　　　　　　　　　　　500
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　nm
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Fig．3－5　SEM　image　ofNGF－coated　CNT　substrate
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Fig．3－6　NGF－coated　CNTs　on　a　gold　vapor　deposition　region
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Fig．3－7　Neuronal　network　formation　on　a　laminin－coated
cover　slip　by　soluble　NGF　addition
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Fig．3－8　Neuronal　network　fbrmation　on　a　laminin－coated
cover　slip　by　NGF－coated　CNT　addition
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Fig．3－9　Neuronal　netWork　formation　on　NGF－arranged　gold　vapor
deposition　region　with　carboxyl　group－modified　alkanethiol
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Fig．3－10　Neuronal　network　formation　on　NGF－coated　CNT－
arranged　gold　vapor　deposition　region　with　carboxyl　group－
modified　alkanethiol
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Fig．3－1　1　Neuronal　network　formation　on　NGF－arranged　gold
vapor　deposition　region　with　amino　group－modified　alkanethiol
50μm
Fig．3－12　Neuronal　network　formation　on　NGF－coated　CNT－arranged
gold　vapor　deposition　region　with　amino　group－modified　alkanethiol
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終章　総括と今後の課題
総括
　本研究では、電気伝導性や化学的に安定という独特な性質を有する
CNTを生命科学分野に適用できるかどうかについて検討するために、
神経細胞を用いて行った。
　第1章では、神経細胞培養液にNGFとともにCNTを添加することで、
神経細胞の神経線維伸長に対するCNTの影響について検討した。低濃
度のCNTを添加した場合、　CNTを添加しない場合と比較して、神経突
起を伸長した細胞数が増加した。また、神経細胞の分化に関わるシグ
ナル伝達経路のERKまたは、細胞生存に関わるシグナル伝達経路のAkt
のリン酸化へのCNTの影響を検討したところ、神経突起を伸長した細
胞数が増加したCNT濃度0．85μg／mlのときでは全ERK量に対するリ
ン酸化ERK量の割合がCNTを添加しない場合と比較して高くなった。
一方、リン酸化Akt量はCNTの添加に関わらず、ほぼ一定であった。
高濃度のCNTが細胞毒性を示すという報告がある中で、　CNTは低濃度
の範囲でERKのリン酸化を促進し、神経細胞の神経突起伸長を促進す
るという新しい知見が得られたことから、CNTを神経細胞の損傷の修
復や細胞培養基板材料などに利用出来る可能性を見出し、本研究の意
義は非常に大きいと考えられる。
　第2章では、NH。基修飾CNTに架橋剤を用いてNGFやBDNFを結合さ
せ、神経細胞培養液に添加することで、神経栄養因子結合CNTが神経
細胞の分化を誘導し、神経突起を伸長させることができるかどうかに
ついて検討した結果、神経栄養因子結合CNTが、可溶性NGFや可溶性
BDNFを添加した場合と同様な生物活性を有していることが明らかとな
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った。さらに、NGF結合CNTにはNGFの生物活性を有するだけでなく、
CNTによる神経突起の伸長を促進する効果を同時に有することが明ら
かになった。また、NGF結合CNTまたはNH2基修飾CNTの細胞内局在を
観察したところ、どちらも細胞内に取り込まれたが、NGF結合CNTは
細胞質だけでなく、細胞核に存在が観察された。このように、NGF結
合CNTが細胞内に取り込まれて生物活性を発揮していると考えられる
ことから、NGF結合CNTをドラッグデリバリーの担体などとして利用
可能であることを見出した。
　第3章では、帯状に金を蒸着した領域にアルカンチオールを介して、
NGF結合CNTを配置し、その上で神経細胞を培養することで神経ネッ
トワークの形成が可能かどうかを検討した。ラミニンコーティングし
た基板上で神経細胞を培養すると、神経細胞は神経突起を様々な方向
に伸長するが、NGF結合CNTを配置した帯状領域上では直線的に神経
突起を伸長させることで神経ネットワークを形成させることを可能に
した。これらの結果は、損傷した神経ネットワークの修復や神経細胞
培養基板材料などとして、NGF結合CNTを利用できる可能性を示した。
　まとめると、本研究では特徴的なナノ材料であるCNTを生命科学分
野に適用するために、CNTの神経細胞に及ぼす影響を検討し、低濃度
のCNTが神経細胞を刺激し、リン酸化ERK量を増加させることで、神
経細胞の神経突起伸長を促進する効果を有するという新しい知見を得
ることができた。また、神経栄養因子結合CNTが生物活性を維持して
いることを見出した。さらに、NH2基修飾CNTおよびNGF結合CNTは細
胞内に取り込まれ、NGF結合CNTは細胞核に取り込まれることが明ら
かとなった。これより、CNTをドラッグデリバリーの担体や遺伝子の
細胞への導入材料などとして利用できるのではないかと考えられる。
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また、CNTを帯状に配置した特定領域上で神経細胞を培養することで、
神経突起を直線的に伸長させ、神経ネットワークを形成させることが
可能になったことから、損傷した神経ネットワークの再生や神経細胞
の培養基板材料などとして、CNTを利用できる可能性を見出した。
今後の課題
　これまで、TrkA、　ERK、　PI3－K、　Aktの各阻害剤を用いて、　NH2基修飾
CNTがどのシグナル伝達経路を刺激するかを調べたところ、CNTは生存
に関わるPI3－K／Aktシグナル伝達経路のAktのリン酸化を促進しない
が、分化に関わるTrkA／ERKのシグナル伝達経路のERKのリン酸化を促
進することを見出した。しかし、NH2基修飾CNTがERKのリン酸化を促
進する機構iは不明である。今後の課題として、NH2基修飾CNTがどのよ
うにERKのリン酸化を促進しているかを解明する必要がある。　ERKの
上流に存在する伝達因子の阻害剤で神経細胞を処理し、NH2基修飾CNT
がERKの上流の伝達因子の活性化に関係しているかどうかを様々な抗
体（p－MEK、　p－Rafなど）を用いて検討する。
　NH2基修飾CNT及びNGF結合CNTが細胞内に取り込まれることがわか
った。細胞が細胞外の物質を取り込む機構はエンドサイトーシスによ
る取り込みなどが知られているが、CNTが細胞に取り込まれる機構は
まだ不明である。そこで、CNTが細胞に取り込まれる機構を解明する
ため、CNTに蛍光色素であるFITCを結合し、神経細胞の取り込みを時
間経過観察（インキュベータ蛍光顕微鏡を使用）することで、時間経過
によるCNTの細胞内蓄積を観察する。また、全反射顕微鏡を用いて、
細胞表面でのCNTの取り込み機構を観察する。
　CNTを添加した場合、神経細胞の生理現象にどのような影響がある
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かを調べるため、神経細胞の活動電位の変化を電気生理実験装置を用
いて調べる。また、神経分化に関わるカルシウムイオン流入量をIn
Cell　Analyzer　1000を用いて定量する。このように、神経細胞とCNT
との相互作用を検討することで、神経細胞の新たな生理機能の解明に
つながると考えられる。
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